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SANTRUMPU SARASAS
AA/BAA — akrilamido ir bisakrilamido miSinys
AD — Alzheimerio liga (ang. Alzhaimer‘s disease)
aps. - apsisukimai
AP — Amiloidas beta
bp — baziy poros
CNS — centriné nervy sistema
CV — kolonos tiiris (ang. column volume)
DMSO — dimetilsulfoksidas
EDTA — etilendiamintetraacto riigstis
GuHCI — guanidino hidrochloridas
His-tag — polihistidiny zymuo (ang. polyhistidine tag)

IMAC - jmobilizuoty metaly jony chromatografija (ang. Immobilized-Metal Affinity
Chromatography)

IPTG — izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas

LB — Luria Bertani mitybiné terpé

MT- mikrovamzdelis

NDS — natrio dodecilsulfatas

NDS-PAAG — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
NFT — neurofibriliniai raizginiai (ang. Neurofibrillary tangle)

Ni-NTA — nikelio nitrilo triacto ragstis ( ang. Nickel-nitrilotriacetic acid)
O.T. — optinis tankis

ODsoo — optinis tankis esant 600 nm bangos ilgiui



PHF — suporuotos B-klosciy fibrilés (ang. Paired helical filaments)

PIPES — Piperazino-N,N'-bis(2-etansulfoniné rugstis)

PP2A — baltymo fosfatazé 2A

S.0.C. — optimali mitybiné terpé (ang. Super Optimal broth with Catabolite repression)
SF — tiesiosios fibrilés (ang. Straight filaments)

TEMED — N,N,N‘,N‘-tetrametiletilendiaminas

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis

TRIS-HCI — TRIS(hidroksimetil)aminometano hidrochloridas


http://chemijoste_lt.enacademic.com/2305/N%2CN%2CN%CB%8A%2CN%CB%8A-tetrametiletilendiaminas
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IVADAS

Demografinis sen¢jimas didina demencijos paplitimg ir socialines sgnaudas. Pagal 2015
metais paskelbtg Pasauling Alzheimerio ataskaitg, manoma, kad Zmoniy, serganciy demencija,
skaicius iki 2050 m. pasieks 130 milijony. Daugumai 1étiniy neurodegeneraciniy ligy biidingas
laipsniSkas baltymy agregaty kaupimasis nervinéje sistemoje (Brunello et al., 2019).
Dazniausiai pasireiskiantis su amziumi susij¢s demencijos tipas yra Alzheimerio liga (AD).
Zmonéms sergantiems AD yra budingos amiloidiniy ploksteliy ir neurofibriliniy raizginiy
(NFT) sankaupos smegenyse, su tuo susijgs sinapsiy ir neurony praradimas, sukeliantis
kognityvinj deficita ir galiausiai demencijg. Tau baltymas ir amiloidas-f peptidas yra

atitinkamai NFT ir senatviniy ploksteliy komponentai (Congdon et Sigurdsson, 2018).

Iki Siol néra vaisty, kurie i§gydyty taupatijas, bet nuolat ieSkoma potencialy amiloidiniy
dariniy formavimosi slopikliy. Tyrimams atlikti reikia dideliy kiekiy baltymy, kuriuos pirkti i$
komerciniy jmoniy yra labai brangu, todél rekombinantiniai baltymai yra sintetinami ir

gryninami laboratorijose.

Sio darbo tikslas yra pagaminti Tau baltymo 2N4R izoforma sulieta su SUMO-His

zymeniu. Keliami tokie uzdaviniai:

e Jvesti plazmide koduojancig tikslinj baltyma j E. coli BL21(DE3) kompetentines
lasteles bei rasti optimalias sglygas geno raiskai.

e Parinkus optimalias bakterijy kultivavimo sglygas, uzauginti biomase¢ skirtg
tolesniems baltymo gryninimo tyrimams.

e Nustatyti kokios sglygos tinka Tau baltymo 2N4R izoformos sulietos su SUMO-
His gryninimui IMAC metodu.



1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Tau baltymas

1.1.1 Tau baltymo struktiira ir biologiné reikSmé

Tau yra citozolinis, su mikrovamzdeliais susij¢s baltymas, o mikrovamzdeliai (MT)
vaidina pagrindinj vaidmenj daugelyje gyvybiskai svarbiy procesy, tokiy kaip nerviniy lgsteliy
dalijimasis ir vidulastelinis transportas. Tau baltymas randamas neuronuose ir mazesniu kiekiu
glijos lastelése. Tau randamas lgsteliy branduolyje, mitochondrijose, dendrituose, ir plazminéje
membranoje. Pastarosios lokalizacijos rodo, kad, be pagrindinés MT reguliavimo funkcijos,
Tau gali turéti ir kity funkcijy lastelése (Brunello et al., 2019). MT yra pagrindiniai aksony
struktiiriniai ir funkciniai elementai, palaikantys nerviniy lasteliy diferenciacija ir augima, taip
pat transportuojantys motorinius baltymus iSilgai aksony, kurie kaip atraminius takus naudoja
MT (Ramkumar, 2008). Tau yra MT stabilizuojantis baltymas (pav. 1.1 A), kurio funkcijas
daugiausia reguliuoja fosforilinimas. Tau baltymo funkcijy praradimas sukelia MT tinklo
pazeidimg (pav. 1.1 B). Tokie sutrikimai, sukelti dél Tau disfunkcionalumo, vadinami

taupatijomis, tarp $iy ligy yra ir geriausiai zinoma AD. (Barbier et al., 2019).

A Sveikas neuronas

Tau prisijungia ir
@ Lo stabilizuoja mikrovamzdelj

Tau neprisijungia prie °
mikrovamzdelio ir jis disocijuoja Q

Pazeistas
mikrovamzdelis

raizginiai

pav. 1.1 Tau biologiné reik§mé. A — sveikas neuronas, kuriame taisyklingai Tau baltymas prisijunges
prie mikrovamzdelio ir jj stabilizuoja. B — pazeisto neurono vaizdas, Tau baltymas yra neurofibrilinio
raizginio biisenoje, kuris neprisijungia prie mikrovamzdelio ir jis disocijuoja. (pritaikyta i§ Chen et al.,
2013).



Biofizikiniai tyrimai parodé, kad natyvus Tau neturi tretinés ir ketvirtinés struktiiry
(Fitzpatrick et al., 2017) ir netgi mazai antrinés struktiiros fragmenty (Sibille et al., 2012).
Taciau apibréztos antrinés struktiiros trukumas neuzkerta kelio Tau baltymui susilankstyti
molekulés viduje sgveikaujant skirtingai jkrautiems jo domenams. Be to, rentgeno strukttriné
analiz¢, Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija, ziedinio dichroizmo ir
fluorescencijos spektroskopija taip pat patvirtina lokalizuota Tau susilankstyma (Jeganathan et
al., 2008).

Laisvas Tau baltymas citoplazmoje yra busenoje, kai C-domenas priartéjes prie MT
jungian¢io domeno (Jeganathan et al., 2006), o jj uzdengia N-galinis domenas, tokia Tau
konformacija pavadinta ,,sgvarzélés™ (pav. 1.2). Tokia N ir C galy saveika susilpnéja, kai Tau
prisijungia prie MT. C-galui prisitvirtinus prie mikrovamzdelio, N-galinis domenas i$sikiSa i§
jo (Guo et al., 2017). Nors $is Tau regionas tiesiogiai nesijungia su mikrovamzdeliais, jis yra
susijes su mikrovamzdeliy dinamikos reguliavimu , jtakoja mikrovamzdeliy ir kity lasteliy ar
ju daliy prisiri§img ir/arba atstumus tarp jy. Pavyzdziui, N-gale sutrumpinti Tau fragmentai
parodé pakitusiag mikrovamzdeliy sgveika, net esant nepazeistam mikrovamzdeliy suri§imo
domenui (Matsumoto et al.,, 2015). Nustatyta, kad N-galo regionas dalyvauja signaly
perdavime, jis slopina signalo aksonalinj transporta neuronuose(Kanaan et al., 2011). N-galo
intarpy funkcijos dar néra visiskai iSaiskintos, tac¢iau manoma, kad jos daro jtaka Tau baltymo
pasiskirstymui, nes ON, 1IN ir 2N Tau izoformos turi skirtingas vidulastelines vietas peliy
smegenyse (Liu et Gotz, 2013)

¢ Tau prisijungia prie mikrovamzdeliy
- laisvas Tau citoplazmoje
.Sgvarzélés" konformacija

pav. 1.2 Tau baltymo prisijungimas prie mikrovamzdeliy. (pritaikyta i§ Guo et al., 2017).
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1.1.2 Tau baltymo izoformos

Zmogaus centrinéje nervy sistemoje (CNS) yra randamos $esios mazos molekulinés
masés Tau baltymo izoformos, kuriy ilgis yra nuo 352 iki 441 aminortigsciy, kurios formuojasi
deél 2, 3 ir 10 egzony alternatyvaus splaisingo. Susidaro izoformos, turincios 0, 1 arba 2 N-
galinius intarpus (ON, 1IN ir 2N) ir tris (3R) arba keturis (4R) pasikartojanéius fragmentus
mikrovamzdelius risanéiame domene (pav. 1.3). Zmogaus vaisiaus smegenyse Vyrauja
trumpiausia 3R izoforma, o suaugusiyjy smegeny audinyje 3R ir 4R izoformos egzistuoja
ekvimoliariniu santykiu. Tuo tarpu, suaugusiy peliy smegenyse uzfiksuotos tik 4R izoformos,

0 jy embrionuose pagrindiné izoforma yra ON3R (Liu et Gotz, 2013).

N-galinis Tau domenas, kuriame Mikrotubules C-galiné
domenas gausu prolino jungiantis uodega
domenas
N1 N2 4R/2N Rl R2 R3 R4 441
N galas Cgalas
3R/2N 410
N galas Cgalas
4R/IN 412
N galas Cgalas
3R/IN 38]
N galas Cgalas
4R/ON 383
N galas C galas
3R/ON 352
N galas Cgalas

pav. 1.3 Tau baltymo izoformos (pritaikyta i§ Guo et al., 2017).

Ilgiausios Zmogaus CNS Tau izoformos aminoriig8¢iy seka (2N4R, 441 aminorigstys),
lyginant su kitais baltymais, turi tik nedidele hidrofobiniy aminortig§¢iy dalj, tod¢l bendrai Tau
yra hidrofilinis baltymas (Avila et al., 2016). Tau molekule galima suskirstyti j keturis
pagrindinius domenus, kurie skiriami pagal jy biochemines savybes. N-galinio riigstinio
domeno (1-150 aminoragstys) sudétyje yra du atskiri N-galiniai intarpai. Tau regionas,
apimantis 151-243 amino rugstis yra domenas, kuriame yra gausu prolino (Mandelkow et
Mandelkow, 2012). Mikrovamzdeliy suriSimo domeng sudaro keturi pasikartojantys motyvai,

atskirti flansinémis (ang. flanking) sritimis, be to per tas sritis Tau jungiasi ir stabilizuoja
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mikrovamzdelius. PrieSingai nei didZioji dalis Tau molekulés, mikrovamzdelius jungiancio
domeno pasikartojimai link¢ sudaryti tvarkinga P-klostés struktira. Galiausiai 370-441
aminortgstys sudaro Tau C-galing uodega (Mukrasch et al., 2009)

1.1.3 Amiloidiniai baltymai

Su amiloidiniy fibriliy susidarymu siejama daugybé mirtiny neurodegeneraciniy
sutrikimy, tokiy kaip Alzheimerio ir Parkinsono ligos ir uzkreCiamos spongiforminés
encefalopatijos. Nepaisant to, kad skirtingi baltymai gali sukelti skirtingy ligy i$sivystyma, visi
jie turi panasias fizikochemines ir struktiirinés savybes. Amiloidiniai baltymai turi beta-klos¢iy
turtingg antring struktiirg bei j fibriles panasius baltymy agregatus (pav. 1.4). Daugybé baltymy
gali sudaryti fibriles in vitro, primenancias su ligomis susijusius amiloidinius darinius

(Sneideris et al., 2015).

(A) Tirpiis monomerai (C) Filamentu formavimasis
M~
c Monomeru prisijungimas
I i T
lT s
) c=N ——
) - —
(B} Oligomeru formavimasis ——
N~ I
I —
p= =
: . ——— |
: I —
: . —— |
el e —
N __—
Nq:-. C
N “'\ Oligomeras
{ Cc N
C \ C 2
e !
C \
o
\ "'HNN
N

pav. 1.4 Galimy Tau baltymo btiseny schema (pritaikyta i§ Kanaan et al., 2011).

Tikétina, kad tirpts Tau monomerai (pav. 1.4A) egzistuoja dinaminéje pusiausvyroje
tarp iSpléstinés atsitiktinés rités ir sulankstyty formy, jskaitant ,,sgvarzélés* konformacija. Kai
Tau pradeda formuoti agregatus (pav. 1.4 B), manoma, kad dimerai ir oligomerai yra vienos i$
pirmyjy agregatiniy struktiry. Lieka neaiSku, ar dimerai ir oligomerai yra ta Tau forma, kuri
btina pries fibriliy (filamenty) susidaryma, ar visiSkai atskiras agregacijos kelias. Tau fibrilés
(pav. 1.4 C) yra Tau agregatas, manoma, sukeliantis taupatijas. Daugybé tyrimy rodo, kad Tau
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monomerai gali prisijungti prie Tau filamento galo, taciau vis dar neZinoma, ar fibrilés gali
pailgéti del oligomery/multimetry, kurie sujungia Tau vieng su kitu (pav. 1.4 rodyklé su
klaustuku). Dvigubos rodykliy kryptys yra skirtos parodyti, kad pusiausvyra gali egzistuoti tarp
skirtingy Tau biseny (Kanaan et al., 2011).

NFT susidarymas priklauso nuo nejprasty Tau baltymo posttransliaciniy modifikacijy
(pav. 1.5). Visy pirma, i§ NFT isskirti Tau baltymai pasizymi didesniu fosforilinimo laipsniu.
Naturalis baltymai zmogaus smegenyse vidutiniSkai turi dvi fosfaty grupes (Wang et
Mandelkow, 2016), o i§ NFT isskirstuose Tau nustatyta, kad gali turéty iki 8 fosfato liekany.
Nors tikslus $io hiperfosforilinimo mechanizmas yra mazai zinomas, labai tikétina, kad jis
atsirado dél fosfoproteiny homeostazés trikdziy. IS tikryjy nustatyta, kad PP2A, stipriausia Tau
baltymy fosfatazé, turi Zzymiai sumazintg aktyvuma esant AD (Arendt et al., 2016). Be to, rasta,
kad posttransliaciniy modifikacijy, tokiy kaip karpymas, N-glikozilinimas, O-Glc-N-
Acilinimas ir nitrifikacija, kiekis skiriasi tirpiose it netirpiose Tau formose. Visy pirma,
manoma, kad trunkacija didina polinkj savarankiskai susirinkti, nes pasalina vieting plauky
segtuko formg. Taip pat nustatyta, kad N-glikozilinimas stabilizuoja raizginio baseng bei

skatina gretimy viety hiperfosforilinimg (Verwilst et al., 2018).

Mikrotubulé Tau hiperfosforilinimas

R
/

PHF SF NFT

pav. 1.5 Schema parodanti Tau baltymo kelig nuo hiperfosforilinimo iki neurofibriliniy raizginiy
susiformavimo. (PHF - suporuotos B-klos¢iy fibrilés, SF — tiesiosios fibrilés, NFT — neurofibriliniai
raziginiai) (pritaikyta i§ Verwilst et al., 2018).

1.1.4 Alzheimerio liga

Alzheimerio liga (AD) yra labiausiai paplitusi ir geriausiai iStirta amilodiniy baltymy
sukeliama liga. AD yra progresuojantis neurodegeneracinis susirgimas, kuriam biidingi
atminties ir kognityviniai sutrikimai. Pirmg kartg §i liga buvo apraSyta vokieciy psichiatro ir
patologo Aloiso Alzheimerio 1907 metais. Dazniausiai pirmieji poZymiai pasireiskia Zzmonéms
senesniems negu 65 mety (Chen et al., 2013).
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Alzheimerio liga yra pagrindiné demencijos priezastis ir jai budingas laipsniSkas
pazintiniy funkcijy blog¢jimas, kuris paprastai prasideda blogéjant atminciai. Sergantys Siuo
sutrikimu, paprastai tampa iki mirties priklausomi nuo glob¢jy. Pagrindiniai patologiniai
poky¢iai, pastebimi AD smegeny audinyje (pav. 1.6), yra padidéj¢s amiloido-f3 (AB) peptido,
kuris yra iSdéstytas tarplasteliniu biidu difuzinése ir neurologinése plokstelése, ir
hiperfosforilinto Tau baltymo, kuris kaupiasi kaip neurofibriliniai mazgai, kiekis. Sias
patologijas daznai lydi reaktyvi mikrogliozé¢ ir neurony, baltosios medziagos ir sinapsiy
praradimas. Etiologiniai mechanizmai, kuriais grindZziami neuropatologiniai AD poky¢iali,
iSlieka neaiskiis, taciau juos tikriausiai veikia tiek aplinkos, tick genetiniai veiksniai (Reitz et

al., 2011).

pav. 1.6 Smegeny, paveikty skirtingomis taupatijomis, vaizdas. A — Alzheimerio liga, B —
progresuojantis supranuklearinis paralyzius, C ir D— kortikobazaliné degradacija , E ir F- Piko liga, G —
létiné trauminé encefalopatija (paveikslo skalé A, B, C,F, G yra 25um, o B, D, E - 10um) (pritaikyta is§
Kanaan et al., 2015).

1.2 Rekombinantiniy baltymy sintezé E. coli Iastelése

Lastelés-Seimininkés pasirinkimas, kurios baltymy sintezés mechanizmas gamins
tikslinius baltymus, lems visg procesg. Mikroorganizmy raiSkos sistemos yra bakterijos, mielés,
filamentiniai grybai ir vienalgs€iai dumbliai. Visi turi stiprigsias ir silpngsias puses, todél
pasirinkimas turéty priklausyti nuo tikslinio baltymo. Pavyzdziui, jei reikia eukariotiniy
postransliaciniy modifikacijy (pvz., baltymy glikozilinimas), prokarioty raiSkos sistema gali

bati netinkama (Rosano et Ceccarelli, 2014).
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E. coli kaip raiSkos sistemos naudojimo pranasSumai yra gerai zinomi. Pirma, jos turi
nepaprastg greito augimo kinetikg. Atsizvelgiant | optimalias aplinkos salygas, gliukozés
drusky terpése jos padvigubé¢jimo laikas yra apie 20 min. Tai reiSkia, kad kultora, inokuliuota
praskiedziant 100 karty, stacionarigjg faze gali pasiekti per kelias valandas. Taciau reikia
pazymeéti, kad rekombinantinio baltymo sintezé gali uzkrauti metaboling nastg
mikroorganizmams, tode¢l ilgéja dalijimosi laikas. Antra, lengvai pasiekiamas didelis lasteliy
tankis (Adrio et Demain, 2010). Apskaiciuota, kad teoriné E. coli skystos kultiiros tankio riba
yra apie 200 g sausy lasteliy vienam litrui terpés arba 1013 gyvybingy bakterijy vienam
mililitrui (Shiloach et Fass, 2005). Treéia, praturtinta terpé gali buti pagaminta i§ lengvai
prieinamy ir nebrangiy komponenty. Ketvirta, greitai ir lengvai jvykdoma transformacija su
egzogenine DNR (Rosano et Ceccarelli, 2014).

1.2.1 E. coli geno ekspresijos kamienas BL21(DE3)

Escherichia coli yra lazdelés formos Gram neigiama, fakultatyviai anaerobiné bakterija.
2005 metais Studier pirmg kartg sukiiré protokola, kuriame apra$é autoindukcija naudodamas
T7 ekspresijos sistemg su E. coli BL21(DE3) (pav. 1.7) ir pET vektoriais, taciau §j metoda
galima pritaikyti kitiems kamienams ir vektoriams, kurie naudoja lac operong tikslinio baltymo

transkripcijos kontrolei.

T7
ekspresijos
vektorius

pav. 1.7 E. coli bakterijy BL21(DE3) kamienas (pritakyta i§ Thermo Fisher tinklapio).

Kamienai, turintys (DE3) lizogeng, koduoja fago T7 RNR polimeraze, integruota
bakterijos chromosomoje. Tikslinio geno transkripcija kontroliuoja T7 promotorius, kuris savo
ruoztu priklauso nuo T7 RNR polimerazés ekspresijos, kuria DE3 lizogene reguliuoja E. coli

L8-UVS5 lac promotorius. Jei néra represoriaus (gliukozeés) ir néra induktoriaus (IPTG arba
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laktozés), T7 RNR polimerazé yra ekspresuojama ir selektyviai transkribuos i§ vektoriy,

turin¢iy T7 promotoriy (Crowley et Rafferty, 2019).

Siekiant iSvengti lasteliy, kuriose néra transformuoty plazmidziy, i plazmide jvedamas
atrankos markeris. E. coli raiSkos sistemoje Siam tikslui jprastai naudojami atsparumo
antibiotikams genai. Atsparumg ampicilinui suteikia bla genas, jo produktas yra periplazminis
fermentas, kuris inaktyvuoja pB-laktaminiy antibiotiky -laktamo Zieda (Rosano et Ceccarelli,
2014).

1.2.2 Baltymo raiskos indukcija

E. coli ekspresijos sistemos paprastai yra pagrjstos indukuojamu lac operonu, kurio
veikla priklauso nuo laktozés buvimo terpé¢je. Lac operone yra trys genai: lacZ, koduojantis 3-
galaktozidaze (B-Gal); lacY, koduojantis B-galaktozido permeaze; ir lacA, koduojantis B-
galaktozido transacetilazg(Xu et al., 2012). B-Gal yra atsakingas uz glikozidinio ry$io hidrolizg
laktozéje, kad gauty gliukozés ir galaktozés monosacharidus. B-galaktozido permeazé acetil-
CoA acetilo grupes perkelia j p-galaktozidus. E. coli raiskos sistemoje, alolaktozé yra
pagrindinis lac operono induktorius, kuris derepresuoja lac represoriy Lacl, kad jis atsiskirty
nuo lac promotoriaus. Baltymy, priklausomy nuo Lac operono, ekspresija bus tgsiama per

teigiamg grjztamajj rysj, kol visa alolaktozé bus metabolizuota (Crowley et Rafferty, 2019).

E. coli ekpresijos sistemoje paprastai naudojamas IPTG (izopropil [-D-1-
tiogalaktopiranozidas). IPTG (pav. 1.8 ir 1.9 A) j lastele gali patekti difuzijos arba aktyvaus
transporto btidu (Marschall et al., 2017). Didelés IPTG koncentracijos leidzia jam savarankiskai
patekti j lastele; mazoms IPTG koncentracijoms ] lastele patekti reikia laktozes permeazés
(Faust et al., 2015). Gliukozé paprastai naudojama kaip anglies $altinis, nes ji slopina ciklinio
adenozino monofosfato (cAMP) gamybg ir vélesnj C-reaktyvaus baltymo (CRP) aktyvavima,
kad lac operonas nebiity indukuojamas, kol nebus pridétas IPTG (Gorke et Stilke, 2008).
Skirtingai nuo alolaktozés, IPTG turi tioglikozidinj ry$j, kurio negali hidrolizuoti glikozidazés
ir tai apsaugo IPTG nuo skilimo, tafiau IPTG gali buti acetilinamas f-
galaktozidetransacetilazés (lacA), tada IPTG nebegali sgveikauti su represoriumi ir yra
pasalinamas i$ lastelés (Marbach et Bettenbrock, 2012). Kultaras, kuriuos indukuojamos IPTG
biitina stebéti ir optimizuoti matuojant optinj tankj, esant 600 nm bangos ilgiui (Glazyrina et
al., 2010), kad raiskos indukcija bty sukelta esant optimaliam lgsteliy tankiui (Crowley et
Rafferty, 2019).
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pav. 1.8 Baltymo raiskos induktoriy, 1,6-alolaktozés ir IPTG, cheminés formulés (pritaikyta i§ Narang
et Oehler, 2017)

Autoindukcija yra alternatyvus metodas (pav. 1.9 B), kai laktozé automatiskai
indukuoja baltymy sinteze be tyréjo jsikiSimo. Nustatyta, kad taikant tokj indukcijos buda, i$
lac iSvestose sistemose, tokiose kaip T5, T7 ir T7lac, susidaro didelis lasteliy tankis bei baltymy
iSeiga (Fox et Blommel, 2009). Autoindukcinéje terpéje naudojami trys anglies Saltiniai —
gliukozé, laktozé ir glicerolis. Pradzioje, kultiirai auginti iki tinkamo Iasteliy tankio,
naudojamas minimalus gliukozés kiekis terpéje; nes bakterijos pirmiausia metabolizuoja
gliukoze pries kitus cukrus, jos buvimas taip pat slopina lac operono indukcijg. Kai gliukozé
terpéje iSeikvojama, tada aktyvaus transporto biidu, padedant laktozés permeazei, laktozé
patenka j lastele, tada glikozilinant beta-glikozidazei (B-Gal) virsta alolaktoze. Terpéje esantis
glicerolis palaiko augima, kaip ir gliukozé, taiau jis netrukdo raiskos indukcijai (Studier,

2005).

A.IPTG i B. Autoindukcija Bl
indukcija
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el lac prom dacZ lac¥ Jered lac prom lac? facY lacA
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pav. 1.9 Baltymo raiSos indukcijos schema A — su IPTG, B — autoindukcija. (pritaikyta i§ Crowley et
Rafferty, 2019).
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1.2.3 Bakteriju augimo salygos

1.2.3.1 Temperatura ir pH

Temperatiira ir laikas yra svarbiis veiksniai optimizuojant naujg baltymy sintezés
protokolg, nes baltymai gali bati sintetinami skirtingu greiciu jvairiose temperatiirose ir, pries
pasiekiant maksimalig raiSka, gali reikéti skirtingo laiko (Li et al., 2011). Tiksliau, tyréjai
paprastai kontroliuoja geno ekspresijg, ODesoo jvairiomis temperatiromis laikui bégant.
Temperatiira, kuri jprastai naudojama svyruoja nuo 15 ° C iki 37 ° C, Zemesné temperatiira

paprastai siejama su ilgesniu ekspresijos laiku, taciau kartais gali buiti labai efektyvi (Crowley
et Rafferty, 2019).

Optimizuojant auginimg autoindukcinése terpése svarbu stebéti pH, nes rigstis,
susidaranti metabolizuojant gliukozg, gali virSyti terpés buferine galig ir sulétinti arba uzkirsti
kelig tolesniam augimui (Bocharova et al., 2013). 2005 metais Studier aprasytos autoindukcinés
terpés (pvz. ZYM-5052) sukurtos taip, kad gliukozés kiekis biity pakankamai mazas ir ji yra
iSeikvojama pries$ kultiirai tampant negrjztamai rigstinei. Geriausia, jei kultiiros pH yra didesnis
nei 6,0, nes tai turéty atitikti autoindukcinés terpés buferines savybes. Sivashanmugam 2009
metais nustaté, kad pradinio pH terpéje padidinimas iki 8,2 buvo veiksmingas padidinant
bufering talpa, kad viso auginimo metu kultiros pH islikty aukséiau 6,0. Be to, Studier
rekomendavo naudoti aminoriig8¢iy miSinius - aspartatg ar sukcinatg - tam, kad stabilizuoty tam
tikry terpiy pH , taciau tos aminoriigStys suteikia papildomy anglies Saltiniy (Crowley et
Rafferty, 2019).

1.2.3.2 Aeracija ir terpés tiiris

Aeracija arba deguonies prisotinimas jtakoja baltymy ekspresijos lygj (Studier, 2005).
Esant nepakankamam deguonies kiekiui, gali padidéti organiniy riig§¢iy ir fermentacijos
produkty gamyba. Pakankamas aeracijos lygis yra reikalingas, kad biity palaikomas
metaboliSkai subalansuotas pH ir skatinamas lgsteliy augimas iki didelio Igsteliy tankio. Be to,
butina atkreipti démesj, kad dél didelio deguonies tiekimo, padidéja Iasteliy tankis, todél terpei
reikia didesniy anglies ir azoto $altiniy kiekiy. Studier autoindukciniy terpiy recepte yra 0,2%
laktozés ir 0,5% glicerolio, tokie kiekiai yra pakankamai dideli, todél yra pritaikyti prie beveik
bet kokiy aeracijos grei¢iy. Jei aeracija prasta, laktozés ir glicerolio koncentracijg galima
sumazinti sickiant kompensuoti per didelg rigsciy gamyba (Li et al., 2011), be to laikui bégant,

paprastai rigStingumas yra neutralizuojamas skaidant terpéje esancius junginius, tokius kaip
18



acetatas. Ieskant optimaliy deguonies tiekimo salygy, galima iSbandyti jvairius kolbos ir joje
esancios terpés turio santykius bei purtymo grei¢ius. Studier didelius kiekius augino panaudojus
1,8 L kolbas pripildytas 400-500 mL bakterijy kulttiros (kulttiros ir kolbos turiy santykis 0,22-
0,27). Praktikoje biidingi jvair@is turio santykiai, naudojama nuo: 50 mL kulttiros 250 mL

kolbose iki 1 L kultiros 4 L kolbose (Crowley et Rafferty, 2019).

1.2.4 SUMO-tag

Rekombinantiniy baltymy dideliy kiekiy gavimas yra pagrindinis daugelio moksliniy
suliejimo technologijos naudojimas suteikia galimybe supaprastinti ir palengvinti

rekombinantiniy baltymy sinteze, aptikima ir gryninima (Yan et al., 2009).

SUMO yra eukarioty lasteliy baltymas ir jis reguliuoja tiksliniy baltymy aktyvumga ir
lokalizacijg lasteléje modifikavimo proceso metu, panaSiu j ubikvitilinimg (Rosano et
Ceccarelli, 2014). Keli baltymai, kurie sunkiai sintetinami jprastose sistemose, tokie kaip
SARS-CoV struktiiriniai baltymai, metaloproteinazé (MMP13), brazeinas ir antikiny
fragmentai buvo sékmingai sintetinti E. coli, naudojant SUMO suliejimo technologija. Gao
apraSyti duomenys parodé, kad su SUMO sulieto baltymo sintezés iSeiga padidéjo nuo 5 iki 20
karty, palyginus su baltymais neturin¢iais SUMO zymens. Taip pat baltymas buvo efektyviai
sintetinamas tirpios formos E. coli citoplazmoje, o tai patvirtina, kad SUMO zymiai palengvina
heterologiniy baltymy tirpig sintez¢ E. coli. SUMO yra sintezés zymuo, ta¢iau iseigos didinimo
ir tirpumo pagerinimo mechanizmas vis dar néra aiSkus. Keli tyrimai rodo, kad jis gali veikti

kaip Saperonas (Gao et al., 2010).

1.3 His-tag pazyméty rekombinantiniy baltymy gryninimas IMAC

metodu

Imobilizuoty metaly jony chromatografijos (IMAC) metoda pirmasis pasitlé 1975 metais
Jerker Porath. Sis gryninimo biidas remiasi specifine imobilizuoty metaly jony ir aminortigs&iy
liekany (Kuo et Chase, 2011), tokiy kaip histidinas, triptofanas ir cisteinas, sgveika su baltymais
ar peptidais. IMAC tapo svarbia metaloproteiny, histidinu zZyméty baltymy ir fosforilinty
baltymy detekcijos ir valymo priemone. Sritys, kuriose dabar naudojamas §is metodas, apima

proteomika, darbg su rekombinantiniais baltymais ir ligy diagnozes (Hage et al., 2013).

Rekombinantiniai baltymai, turintys histidino Zymenj (His-tag), gali buti iSgryninti

naudojant IMAC. His-tag gali bati prikabintas ant baltymo N- arba C-galo. (Dong et al., 2010).
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His-tag turi stipry afiniSkumg metaly jonams (pvz. Co2+, Ni2+, Cu2+ ir Zn2+) (Tovar et
Odunuga, 2019).

Vienas i$ pirmyjy ligandy buvo imobilizuota imino diacto riigstis, kuri gali suristi metalo
jonus ir sudaryti koordinacinj kompleksg su polihistidiny uodega zymétu baltymu (Cheung et
al., 2012), ta¢iau imino diacto ragstis turi didelj trikumg — yra galimybé, kad metalo jonai
idsiplaus ir dél to sumazés baltymo iseiga. Siuolaikingje biotechnologijoje naudojami ligandai,
tai nikelio-nitrilo triacto ragstis (Ni-NTA) ir kobalto-karboksimetil-aspartatas (Co-CMA),
pasiZzymi nezymiu metaly iSplaunamumu, todél baltymy gryninimas yra efektyvus. Ni-NTA ir
His-tag kompleksas pavaizduotas 1.10 paveiksle. Kai baltymas specifiskai prisijungia prie
imobilizuoto metalo komplekso, jis gali buti atplautas taikant konkurencing eliucija, tai reiskia
jvedant reagentg, kuris sudarys kompleksg su metalo jonu, pvz. imidazolas, ir iSstums tikslinj

baltyma (Hage et al., 2013).

S Ni-NTA
%N]2 SRR
UCH, * =9
O ¢ K' ) ,,CHz
4, —C =
O —

pav. 1.10 Baltymo su His-tag prisijungimas prie Ni-NTA (pritaikyta i$ Block et al., 2009).

Baltymy gryninimas panaudojant histidiny liekang turi daug pranaSumy, vienas i$ jy yra
mazas specifinés uodegos dydis, kuris minimaliai jtakoja baltymo susilankstyma, be to, jeigu
His-tag yra N-gale jis yra lengvai nukerpamas endoproteaze (Block et al., 2009). Kitas His-tag
pazyméty baltymy gryninimo metodo naudojimo privalumas yra tas, kad polihistidino Zymés

gali suriSti baltymus tiek nattiraliomis, tiek denatiiruojan¢iomis sglygomis. Denatiiruojancios
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salygos tampa svarbios, kai baltymai sintetinami j intarpinius kiinelius ir turi buti denattiruoti 8

M UREA arba 6M GuHCI, kad juos buity galima tirpinti (Hage et al., 2013).

IS kitos pusés IMAC gryninimas gali turéty trilkumy. Pirmiausia, kai histidino liekanos
yra skaidomos proteolitis$kai, Zymiai sumazéja zyméto baltymo giminingumas, o tai lemia maza
baltymo iSeigg. Antra, kai prie baltymo struktiros prikabinamas His-tag, tai molekulé, esant
metalo jonams, gali sudaryti dimerus ir tetramerus. Trecia, baltymy gryninimo naudojant His-
tag trikumas yra baltymy, kurie natiiraliai turi dvi ar daugiau gretimy histidino liekany,

sutraukimas (Hage et al., 2013).
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2 MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos, aparatiira
2.1.1 Reagentai

e AB Vilniaus degtiné: Etanolis 96 %

e Acros Organics: 98,5 % NaOH, 99 % NaH:PO4, 37 % HCI tirpalas, 50 % NaOH
tirpalas, 99,5 % APS, NiCl; - 6H>0

e Carl Roth: 99,9 % TRIS, 99 % ampicilino natrio druska, LB mitybiné terpé, 99%
izopropanolis, KCI, NaCl

e Fischer Scientfic: imidazolas, , TEMED, NDS, molekulinés masés zymuo ,,Unstained
Protein Marker, elektroforezésgeliy dazas ,,Ez-Run Protein Gel Staining Solution®,
mieliy ekstraktas; DMSO, peptonas, 99,5 % MgSOs, gliukozé, MgCl»

e Sigma-Aldrich: PIPES, 99% urea

2.1.2 Genetinis konstruktas

Sintetinis genas Seq 1 buvo surinktas i$ sintetiniy oligonukleotidy ir/arba PGR
produkty. Geno seka (pav. 2.1), kurios ilgis 1626 bp buvo jterptas j pET302NT-His_A160
vektoriy tarp Xhol (140) ir BamHI (1760) restrikcijos endonukleaziy kirpimo viety.

TCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGETGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTT
CTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTITAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTA
GAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGETGGEEGCTGAGCCCCGCCAGGAGTT
CGAAGTGATGGAAGATCACGCTGEGACGTACGGETTGEGEEGACAGGAAAGATCAGGGGEGCTACACCATGCACCAAGACCAAGAGGEGTGACACGGACECTG
GCCTGAAAGAATCTCCCCTGCAGACCCCCACTGAGGACGGATCTGAGGAACCGEECTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAGCACTCCAACAGCGGAAGATGTGAC
AGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCTCCCGECAAGCAGGLTGCIGCGCAGCCCCACACGGAGATCCCAGAAGGAACCACAGCTGAAGAAGCAGGCATTGGAGA
CACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCAAGCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAMAAGCCAAGEG
GGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGEGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGECCAACGCCACCAGGATTCCAGCAAARACCCCGCCOET
TCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAATCAGGEGATCGCAGCEGCTACAGCAGCCCCGECTCCCCAGGCACTCCCGGCAGCCGCTCCCGCACCC
CETCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGEAGCCCAAGAAGGTGECAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCOGLCAAGAGCCGCCTEGCAGACAGCCCCC
GTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGLTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGECGEEAAGETGCAGATAATTAATAAGAAG
CTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGATAATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGA
GCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGEAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGT
CCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGOGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCT
AAGACAGACCACGGEGECGEEAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTGTCTGGEEEACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACA
TGETAGACTCGCCCCAGCTOGCCACGCTAGCTGACGAGGTETCTGLCTCCCTGGCCAAGCAGGGTTTG

pav. 2.1 Tau baltymo 2N4R izoformos sulietos su SUMO-His-tag geno seka. Geltonai pazyméta SUMO
zymenj koduojanti nukleotidy seka (pritaikyta is Thermo Fisher ,,Qaulity Assurance Documentation®).

Genetinis konstrukts (pav. 2.2) buvo pagamintas Invitrogen by Thermo Fisher pagal

uzsakyma.
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pav. 2.2 Tau baltymo 2N4R izoformos sulietos su SUMO-His-tag geno raiskai naudojamo konstrukto
schema. Raudonai pazymétas tikslinio baltymo genas. (pritaikyta i§ produkto ,,Qaulity Assurance
Documentation®)

2.1.3 Raiskos sistema

E. coli BL21 (DE3) kamienas yra iSvestas i§ laukinio E. coli B kamieno, neturi F
plazmidés, turi dcm mutacijg, nesintetina ompT ir lon proteaziy. Kamienas turi lizogeninj A

profaga DE3 ir lacUV5 promotoriumi valdomg T7 RNR polimerazés gena.
2.1.4 Mitybinés terpés

Agarizuota LB mitybiné terpé. 2,5 g LB mitybinés terpés milteliy ir 1,5 g agaro iStirpinama
100 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje ir 121 °C temperatiiroje.
Atvésinus pridedama ampicilino (100 mg/mL), kad jo galutiné koncentracija bty 100 pug/mL.

Misinys iSpilstomas j Petri 1¢kSteles ir kambario temperatiiroje paliekamas sustingti.

S.0.C. mitybiné terpé. 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KClI,
iStirpinama 100 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje ir 121 °C
temperatiiroje. Atausinus pridedama 10 mM MgClz, 10 mM MgSOsa, ir 20 mM gliukozeés.

Mitybine terp¢ iSpilstoma j mégintuvélius po 1 mL ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

Skysta LB mitybiné terpé. 2,5 g LB mitybinés terpés milteliy iStirpinama 100 mL dejonizuoto
vandens. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje ir 121 °C temperatiiroje. Atvésinus, pridedama

ampicilino (100 mg/mL), kad jo galutiné koncentracija buty 100 pg/mL.
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2.1.5 Tirpaly standartai

20 % etanolio tirpalas. 52,08 mL 96 % etanolio praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 250

mL.

IPTG. 238,3 mg IPTG istirpinami 1 mL dejonizuoto vandens.
0,1 NiClz2. 23,77 g NiCl; istirpinama 1 L dejonizuoto vandens.
1,5 NacCl. 87,66 g NaCl istirpinama 1 L dejonizuoto vandens.

30 % izopropanolio tirpalas. 75,76 mL 99 % izopropanolio praskiedziama dejonizuotu

vandeniu iki 250 mL.
1 M HCI. 8,3 mL 37 % HCI tirpalo praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.
1 M NaOH. 5,3 mL 50 % NaOH tirpalo praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

0,5 M PIPES. 15,1 g PIPES tirpinama 80 mL dejonizuoto vandens, . Tirpalo pH koreguojamas
1 M NaOH iki 6,7 ir praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL

0,5 M NaH2POa4. 68,99 g NaH2POy istirpinama 1 L dejonizuoto vandens.
0,5 M Na2HPOa4. 70,98 g Na2HPOg istirpinama 1 L dejonizuoto vandens.

AA/BIS 40 %. 38,93 g akrilamido ir 1,07 g N,N-metilen-bisakrilamido istirpinama 60 mL

dejonizuoto vandens.

Ampicilino tirpalas 100mg/mL. 1 g ampicilino tirpinamas 10 mL dejonizuoto vandens.

ISpilstoma po 1 mL ir uzSaldoma.

APS 10 %. 100 mg amonio persulfato tirpinama 900 pL dejonizuoto vandens. I$pilstoma po

50 uL ir uzsaldoma.

1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8. 18,21 g TRIS tirpinama 80 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH

koreguojamas 1 M HCl ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

1 M TRIS-HCI, pH 6,8. 15,76 g TRIS tirpinama 80 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH

koreguojamas 1 M NaOH ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

0,1 M NaOH. 0,53 mL 50 % NaOH tirpalo praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

24



6X pavyzdzio dazas. 1,2 g NDS istirpinama 6 mL glicerolio, 3,75 mL 1 M TRIS pH 6,8 ir 0,93

mL 2-merkaptoetanolio bei 6 mg bromfenolio mélio.
2.1.6 Buferiniai tirpalai

A. 10X baltymy elektroforezés buferinis tirpalas. 30,2 g TRIS-HCI, 144 g glicino ir 10
g NDS tirpinama 900 mL dejonizuoto vandens, pH nekoreguojamas ir praskiedziama
iki 1 L. Leidziant elektroforezg, buferinis tirpalas praskiedziamas 10 karty dejonizuotu
vandeniu.

B. Transformacijos buferinis tirpalas. 2,18 g MnCl x 4H,0, 0,44 g CaCl; x 2H,0, 3,73
KCl tirpinama 180 mL dejonizuoto vandens, pridedama 4 mL 0,5 M PIPES. skiedziama
dejonizuotu vandeniu iki 200 mL. Buferinis tirpalas filtruojamas per regeneruotos
celiuliozes filtra, kurio pory dydis 0,22 uM.

C. 10 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4+* pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 2,04 g imidazolo
tirpinama 92,88 mL 0,5 M NaHPO4 ir 27,12 mL 0,5 M NaH2PO4, skiedZiama
dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.

D. 50 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, 20 mM PO4* pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 10,21 ¢
imidazolo tirpinama 92,88 mL 0,5 M Na;HPO4 ir 27,12 mL 0,5 M NaH2POg,
skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.

E. 100 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, 20 mM PO.* pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 20,42 g
imidazolo tirpinama 92,88 mL 0,5 M Na;HPO4 ir 27,12 mL 0,5 M NaH2POg,
skiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.

F. 200 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, 20 mM PO.* pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 40,85 g
imidazolo tirpinama 92,88 mL 0,5 M Na:HPO4 ir 27,12 mL 0,5 M NaH2POg,
skiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.

G. 300 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, 20 mM PO4* pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 61,27 g
imidazolo tirpinama 92,88 mL 0,5 M Na:HPO4 ir 27,12 mL 0,5 M NaH2POg,
skiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.

H. 2 M urea, 10 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 0,12 g urea tirpinama 200
mL C buferinio tirpalo.

I. 2 M urea, 50 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4.2 4,02 g urea tirpinama 200
mL D buferinio tirpalo.

J. 2 M urea, 100 MM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 24,02 g urea tirpinama 200
mL E buferinio tirpalo.

K. 2 M urea, 200 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 24,02 g urea tirpinama 200
mL F buferinio tirpalo.
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L. 2 Murea, 300 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 24,02 g urea tirpinama 200
mL G buferinio tirpalo.

M. 4 M urea, 10 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 48,04 g urea tirpinama 200
mL C buferinio tirpalo.

N. 4 M urea, 50 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 48,08 g urea tirpinama 200
mL D buferinio tirpalo..

O. 4 M urea, 100 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, POs* pH 7,4. 48,08 g urea tirpinama 200
mL E buferinio tirpalo.

P. 4 M urea, 200 MM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 48,08 g urea tirpinama 200
mL F buferinio tirpalo.

Q. 4 M urea, 300 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, POs* pH 7,4. 48,08 g urea tirpinama 200
mL G buferinio tirpalo.

R. 6 M urea, 10 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 72,07 g urea tirpinama 200
mL C buferinio tirpalo.

S. 6 M urea, 50 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 72,07 g urea tirpinama 200
mL D buferinio tirpalo.

T. 6 M urea, 100 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 72,07 g urea tirpinama 200
mL E buferinio tirpalo.

U. 6 M urea, 200 MM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 72,07 g urea tirpinama 200
mL F buferinio tirpalo.

V. 6 M urea, 300 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 72,07 g urea tirpinama 200
mL G buferinio tirpalo.

W. 8 M urea, 10 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 96,10 g urea tirpinama 200
mL C buferinio tirpalo.

X. 8 M urea, 50 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 96,10 g urea tirpinama 200
mL D buferinio tirpalo.

Y. 8 M urea, 100 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 96,10 g urea tirpinama 200
mL E buferinio tirpalo.

Z. 8 M urea, 200 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, PO4* pH 7,4. 96,10 g urea tirpinama 200

mL F buferinio tirpalo.

AA. 8 M urea, 300 mM imidazolo, 0,5 M NaCl, POs* pH 7,4. 96,10 g urea
tirpinama 200 mL G buferinio tirpalo.
BB. 50 mM EDTA, 0,5 M NaCl, 20 mM PO4*, pH 7,4. 87,66 g NaCl ir 2,04 g

imidazolo tirpinama 92,88 mL 0,5 M NaHPOs ir 27,12 mL 0,5 M NaH2POg,

skiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 2900 mL.
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C-G ir BB buferiniai tirpalai: gaminami prie$ pat naudojimg. Tirpalo pH koreguojamas 1 M
HCl ir praskiedziama iki 3000 mL. Buferinis tirpalas filtruojamas per regeneruotos celiuliozés

filtra, kurio pory dydis 0,22 pM.

H — AA buferiniai tirpalai: filtruojami per regeneruotos celiuliozés filtra, kurio pory dydis

0,22 uM ir matuojama urea koncentracija refraktometru.
2.1.7 Laboratoriné jranga

e Autoklavas ,,AHS-75N* (Raypa)

e Centrifuga ,,Fischer Scientific technico Maxi*

e Chromatografine kolon¢le ,,GE Healthcare HisTrap HP 5 mL*

e Elektroforezés aparatas ,,Biometra Minigel-Twin‘ su ,,Biometra PS 300 T* srovés Saltiniu

e Filtrai: 0,22 um pory dydzio ,Millipore®, 0,45 pm pory dydzio ,Sartorius Stedim
Biotech*

e Homogenizatorius Potter-Elvehjem ,,Sigma-Aldrich*

e Laminarinis boksas ,, Telstar Bio II Advance*

e Magnetiné maiSykl¢ ,,BioSAN Magnetic stirrer MSH 300

e Meégintuvéliy maisyklé ,,Microspin FV-2400 bioSan*

e Peristaltinis siurbliukas ,,Thermo Fisher Standard Digital Pumps*

e pH metras ,,Thermo Fisher Orion Dual Star pH/ISE*

e Purtyklé ,,HLC by DITABIS*

e Purtyklé ,,IKA°KS 4000i control”

e Realaus laiko fermentatorius ,,BioSan RTS-1C*

e Refraktometras ,,RL3” (PZO)

e Rotatorius ,,.Bio RS-24 Mini-Rotator*

e Spektrofotometras: ,,Shimadzu UV-1800*

e Svarstyklés ,,Kern PCB 1000-2%, ,,Denver Instruments TP-214

o Svirkstiniai filtrai ,,Carl Roth GmbH+Co*

e Termostatas , Fisher Scientific IB-15G*

e Ultragarsinis dezintegratorius ,,BANDELIN SONOPULS*

e Vakuuming filtravimo sistema ,,Sigma-Aldrich*

e Vandens valymo sistema: ,,Simplicity system*
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

2.2 Metodai

2.2.1 Kompetentiniy lasteliy ruoSimas

E. coli lastelées atSildomos palaikant kambario temperatiroje. 1 upl Iasteliy
praskiedziamas LB terpe iki 1000 pl.

20 pl praskiesty lasteliy uzséjama ant standzios LB terpés Petri 1¢ksteléje. Lékstele
inkubuojama per nakj termostate 37 °C.

Viena uzaugusi lasteliy kolonija vienkartine kilpele uzsé¢jama j 10 mL skystos LB
terpés. Auginama per naktj purtykléje (220 aps./min) esant 37 °C temperatiirai.

Ryte 2,5 mL bakterijy kultiiros pers¢jama j 250 mL LB terpés ir auginama kol O.D.s00
pasieks 0,6 O.V.

Lasteliy kultira centrifuguojama 2500 x g, 10 min esant 4 °C temperatiirai.
Supernatantas nupilamas, o lastelés resuspenduojamos 80 mL B buferinio tirpalo.
Lastelés pakartotinai centrifuguojamos 2500 x g, 10 min esant 4 °C temperatiirai.
Supernatantas nupilamas, o lgstelés resuspenduojamos 20 mL B buferinio tirpalo ir
pridedama 1,5 mL DMSO.

Misinys laikomas 10 min ledo vonioje. Po to lastelés iSpilstomos po 100 pl i atSaldytus

sterilius mégintuvélius ir uzsaldomos -80 °C temperatiiroje.

2.2.2 Kompetentiniy lasteliy transformacija

I budas: greitoji transformacija

1)

2)

3)
4)

5)

E. coli BL21(DE3) kompetentinés lastelés iSimamos i$ Saldiklio (- 80 °C) ir atSildomos
palaikant 15 min kambario temperaturoje.

1 100 pL E. coli BL21(DE3) kompetentiniy Iasteliy jdedamas 1 uL DNR plazmidés su
iklonuotu genu koduojanciu Tau baltymo 2N4R izoformg ir lengvai sumaiSoma.
Misinys laikomas 30 min ledo vonioje.

Daromas kars¢io Sokas, miSinys laikomas 90 s 42 °C temperatiroje ir perkeliamas i
ledo vonig, inkubuojamas 2 min.

100 pL transformuoty lasteliy steriliai uzséjama ant standzios LB terpés Petri

leksteléje. Lekstelé inkubuojama termostate 37 ° temperatiiroje16 val.

II budas: standartiné transformacija
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1)

2)

3)
4)

5)

6)

E. coli BL21(DE3) kompetentinés lastelés iSimamos i§ Saldiklio (- 80 °C) ir
atSildomos palaikant apie 15 min kambario temperataroje.

] 100 uL E. coli BL21(DE3) kompetentiniy Igsteliy jdedamas 1 uL. DNR plazmidés
su jklonuotu genu koduojanciu Tau baltymo 2N4R izoforma ir lengvai sumaiSoma.
Misinys laikomas 30 min ledo vonioje.

Daromas karsc¢io Sokas, misinys laikomas 90 s 42 °C temperatiroje ir perkeliamas j
ledo vonig, inkubuojamas 2 min.

I transformacijos miSinj pridedama 400 pL S.O.C. mitybinés terpés ir 45 min
auginama purtykléje (220 aps./min) esant 37 °C temperatiirai.

150 pL transformuoty lgsteliy steriliai uzséjama ant standzios LB terpés Petri

leksteléje. Lékstelé inkubuojama termostate 37 °C temperattiroje 16 val.

2.2.3 Geno raiskos optimizavimas

Indukcija su IPTG (optimizavimas):

1)

2)

3)
4)

5)

Viena uzaugusi transformuoty lasteliy kolonija vienkartine kilpele uzsé¢jama 20 mL
skystos LB terpéje su ampicilinu. Auginama per naktj purtykléje (220 aps./min) esant
37 °C temperatiirai.

Ryte 1 mL naktinés kulttiros perkeliamas j 40 mL skystos LB terpés. Bakterijy kultiira
auginama mazame realaus laiko bioreaktoriuje (pav. 2.3).

Nuolat stebimas kultiiros optinis tankis prie 600 nm ilgio bangos.

Pasirenkamos kelios IPTG koncentracijos, temperatiira bei O.T. prie kurio bus
indukuojama bakterijy kultira.

Pasirinktos auginimo sglygos 1 lenteléje :

1 lentelé. Geno raiSkos optimizavimo sglygos.

30 °C temperatiira 37 °C temperatiira
Auginimo | ©O-T-kada IPTG Auginimo | ©O-T-kada IPTG
salygos . pradet_? koncentracija salygos P radet.? koncentracija
indukcija indukcija
A 0,6 0,4 mM D 0,6 0,4 mM
B 0,6 0,5 mM E 0,6 0,5 mM
C 0,7 0,6 mM F 0,7 0,6 mM
G 0,7 0,7 mM J 0,7 0,7 mM
H 0,8 0,8 mM K 0,8 0,8 mM
I 0,8 0,9 mM L 0,8 0,9 mM
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pav. 2.3 Realaus laiko bioreaktorius su auginimui naudojamu mégintuvéliu (pritaikyta i§ BioSan

tiklapio).

Indukcija su IPTG (didelio kiekio auginimas):

1)

2)

3)

4)

Viena uzaugusi transformuoty lgsteliy kolonija vienkartine kilpele uzséjama skystoje
LB terpéje su ampicilinu. Auginama per nakt] purtyklé¢je (220 aps./min) esant
pasirinktai temperatirai.

Ryte 10 mL naktinés kultiiros perkeliamas 1 200 mL skystos LB terpés (kolbos tiiris 2
L). Bakterijy kultira auginama purtyklé¢je (220 aps./min) esant pasirinktai
temperaturai. Kelis kartus, kas valandga paimamas méginys baltymo raiskai jvertinti.
Nuolat stebimas kultiiros optinis tankis prie 600 nm ilgio bangos ir bakterijy kulttrai
pasiekus tinkamam OT indukuojama su IPTG. (OT ir IPTG koncentracija pasirenkami
1§ pries tai gauty bandymy rezultaty).

Uzauginta E.coli bakterijy kultira centrifuguojama 20 min, 6000 x g, esant 4 °C
temperatiirai. Supernatantas nupilamas, o nuosédos surenkamos, pasveriamos ir

uzSaldomos - 80 °C temperatiiroje.

2.2.4 NDS-PAAG elektroforezé

Viso auginimo metu, buvo imami méginiai geno raiskos laipsniui jvertinti. Norint

palyginti geno raiskos intensyvuma, lasteliy kiekis frakcijose turi buti vienodas, todél meéginio

reikiamas tiiris paskai¢iuojamas pagal lygti:

V1x0.T.1=V2x0.T.»
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kur:

V1 — maziausio optinio tankio méginio turis

O.T.1 — maziausio optinio tankio méginio optinis tankis
V2 — kity méginiy tiiris

O.T.2 — kity méginiy optinis tankis

Apskaiciuoti turiai iSpilstomi j 1,5 mL mégintuvélius ir centrifuguojami 5 min, 6000 x
g. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos resuspenduojamos 50 plL H2O ir 10 pL 6X baltymo

dazo. MiSiniai inkubuojami 10 min 98 °C temperatiroje.

Pagal 2 lentel¢, sumaiSomi reagentai ir gaminami skiriamasis ir koncentruojamasis
geliai. Paskutiniai jdedami APS ir TEMED, nes Sie reagentai skatina polimerizacijos reakcija.
Pirmas ruosiamas skiriamasis gelis (16 %), jpilamas tarp elektroforezés stikly ir uzpilamas i$
virSaus H20, laukiama 30 min. Kai skiriamasis gelis sustingsta, nupilamas vanduo ir ant virSaus
uzpilamas koncentruojamasis gelis (4 %), i jj idedamos ,,Sukos® ir vél laukiama 30 min, kol

gelis sustings.

2 lentelé. Skiriamojo ir koncentruojamojo geliy ruosimas.

Skiriamasis gelis (16 %) Koncentruojamasis gelis (4 %)

Reagentas Tiiris Reagentas Tiiris
H20 1,94 mL H20 1,270 mL
1,5 M Tris-HCI pH=8,8 1,53 mL 1 M Tris-HCI pH=6,8 500 pL
40 % AA/BAA 2,44 mL 40 % AA/BAA 201 pL
10 % NDS 61 uL 10 % NDS 20 uL
10 % APS 30,5uL | 10 % APS 10 uL
TEMED 3,65 uL TEMED 2 uL

Kai geliai sustingsta, elektroforezés plokstelés jdedamos j elektroforezés aparatg ir jis
pripildomas A buferiniu tirpalu. ISimamos ,,Sukos® ir  Sulinélius jpilama po 10 pL paruosty
meéginiy bei 5 pL ,,Unstained Protein Marker®. Pasirenkami nustatymai 30 mA srové ir 150 mV
jtampa bei prietaisas pajungiamas prie elektros Saltinio. Elektroforezé vykdoma kol baltymo
dazas pasieks gelio apacig. Pasibaigus procesui, elektroforezés plokstelés iSimamos ir
praplaunamos H20, iSimamas tarp jy esantis poliakrilamido gelis. Gelis ryskinamas ,,Ez-Run*
dazu 1 valanda kambario temperatiiroje ant svyruojancios platformos, véliau blukinamas

dejonizuotu vandeniu.
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1)

2)
3)

4)

2.2.5 Baltymo gryninimo optimizavimas

2.2.5.1 Kolonos ,,pakrovimas

Kolonélé (pav. 2.4) ,,iSkraunama‘“ plaunant jg 10 CV (kolonos tiris) BB buferiniu
tirpalu, toliau plaunama 10 CV C buferiniu tirpalu

Kolonélé ,,pakraunama“ jpilant i ja 2,5 mL 0,1 M NiCl; tirpalo.

Koloné¢lé praplaunama 5 CV distiliuoto vandens ir 5 CV C buferiniu tirpalu, kad biity
iSlaikytas tinkamas kolon¢lés pH.

Galiausiai kolong galima naudoti gryninimui arba ji praplaunama 20 % etanoliu 5 CV

ir laikoma Saldytuve + 4 °C temperatiiroje.

HisTrap™HP 5 ml

pav. 2.4 HiTrap™ IMAC kolonélé, kurios turis 5 mL (1,6 x 2,5 cm). Kolonoje yra Sepharose ™ 6 Fast
Flow sorbentas, Rekomenduojamas pratekéjimo greitis 5 mL/min. (pritaikyta i§ Sigms Aldrich
tinklapio).

2.2.5.2 Baltymo gryninimas

Optimizavimas:

1)

2)

3)

4)

Tau baltymo 2N4R izoformos biomasé iSsiimama i§ Saldiklio ir paimamas jos kiekis 1
g. Atsildoma ir uzpilama 20 mL C buferinio tirpalo. Homogenizuojama rankiniu
homogenizatoriumi ir ardoma ultragarsiniu sonikatoriumi (VS70T antgaliu, 20 min, 60
s ardymo/poilsio ciklais, 70 % amplitud¢). Suardyta biomasé centrifuguojama 30 min,
17000 x g, esant 4 °C temperatiirai. Surenkamas supernatantas ir praskiedZiamas iki 30
mL.

Misinys uzneSamas ant HiTrap™ IMAC FF kolon¢lés. Vykdoma jmobilizuoty metaly
jony giminingumo chromatografija.

Kolonél¢ plaunama 15 CV C buferinio tirpalo, kad atsiplauty nespecifiskai prisijungg
baltymai.

Pradedama eliucija, kolonélé plaunama po 5 CV buferinio tirpalo. IS eilés D, E, F, G.

Ieskoma esant kokiai imidazolo koncentracijai atsiplauna grynas baltymas.
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5)

Surenkamos visos frakcijos ir NDS-PAAG elektroforezés metodu tikrinama, kuriose

frakcijose yra grynas tikslinis baltymas.

Gryninant kitomis salygomis, esant 2 M, 4 M, 6 M ir 8 M urea koncentracijoms, C buferinis

tirpalas visose zingsniuose pakeic¢iamas atitinkamai H, M, R, W buferiniais tirpalais.

Penktas Zingsnis kei¢iamas eliucija vykdant buferiniais tirpalais su urea. Pakeitimai:

2 M urea: kolon¢lé plaunama po 5 CV buferinio tirpalo. IS eilés I, J, K, L

4 M urea: kolong¢lé plaunama po 5 CV buferinio tirpalo. IS eilés N, O, P, Q
6 M urea: koloné¢lé plaunama po 5 CV buferinio tirpalo. IS eilés S, T, U, V
8 M urea: koloné¢lé plaunama po 5 CV buferinio tirpalo. IS eilés X, Y, Z, A

Didelio kiekio baltymo gryninimas:

1)

2)

3)

4)

5)

1)

2)

Tau baltymo 2N4R izoformos biomasé iSsiimama i§ Saldiklio. AtSildoma ir uzpilama 50
mL ,,prikabinimo® buferinio tirpalo (parenkamas pagal anksciau gautus rezultatus).
Homogenizuojama rankiniu homogenizatoriumi ir ardoma ultragarsiniu sonikatoriumi
(VS70T antgaliu, 20 min, 60 s ardymo/poilsio ciklais, 70 % amplitud¢). Suardyta
biomasé centrifuguojama 30 min, 17000 x g, esant 4 °C temperatiirai. Surenkamas
supernatantas.

MiSinys uzneSamas ant HiTrap™ IMAC FF kolon¢lés. Vykdoma jmobilizuoty metaly
jony giminingumo chromatografija.

Kolonélé plaunama 20 CV ,prikabinimo* buferinio tirpalo (,,prikabinimo* buferinis
tirpalas parenkamas pagal anksCiau gautus rezultatus)., kad atsiplauty nespecifiskai
prisijungg¢ baltymai.

Pradedama eliucija, kolon¢l¢ plaunama 15 CV eliucijos buferinio tirpalo (eliucijos
buferinis tirpalas parenkamas pagal anks¢iau gautus rezultatus).

Surenkamos visos frakcijos ir NDS-PAAG elektrolizés metodu tikrinamas baltymo

grynumas.

2.2.5.3 Kolonos valymas

Kolonélé plaunama 5 CV 1,5 M NaCl tirpalu ir 10 CV distiliuoto vandens. Siuo biidu
paSalinami joniniy budu prisikabing baltymai.

Koloné¢le uzpildoma 1 M NaOH tirpalu ir latkoma 2 valandas. Véliau praplauna 10 CV
C buferiniu tirpalu bei 10 CV distiliuoto vandens. Kolon¢lé praplaunama 10 CV 30 %
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izopropanolio tirpalu ir paliekama 15 minuéiy, véliau 10 CV distiliuoto vandens. Siuo
biidu pasalinami hidrofobiskai prisikabing baltymai.
3) Galiausiai kolona praplaunama 20 % etanoliu 5 CV ir laikoma $aldytuve + 4 °C

temperatiiroje.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Jvadas

Laboratorija gavo nauja genetinj konstruktg koduojanti 2N4R Tau baltymo izoformg su
SUMO-His tag. Magistrinio darbo tikslas buvo gauti gryng 2N4R Tau izoformg su SUMO-His
Zymeniu, tam projektas buvo isskirstytas j dvi dalis. Pirmoje dalyje reikéjo rasti ir optimizuoti
saglygas tinkamas Tau baltymo 2N4R izoformai sintetinti, o antroje dalyje optimizuoti
gryninimo salygas, galiausiai paruos$ti naujg gamybos protokola, kuris bty naudojamas, 2N4R

izoformai gaminti, Amiloidy tyrimy laboratorijoje.

Prasidéjus COVID-19 pandemijai nuo kovo 13 dienos 2020 m. darbas gyvybés moksly
centre, jskaitant ir amiloidy tyrimy laboratorija buvo nutrauktas. Dél pastarosios priezasties
magistrinio darbo empirinés dalies ruo§imas turéjo biiti taip pat nutrauktas. Dél susiklosciusios
situacijos, skyrius ,,Rezultatai ir jy aptarimas® yra padalintas j du poskyrius — , Atlikti
eksperimentai“ bei ,,Planuoti eksperimentai®. 3.2 poskyryje pateikiami tyrimy rezultatai, kurie
gauti atlikus tyrimus laboratorijoje, 0 3.3 — galimi rezultatai, kuriuos tikétasi gauti atlikus

suplanuotus tyrimus.
3.2 Atlikti eksperimentai

3.2.1 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos sintezé

3.2.1.1 Kompetentiniy Igsteliy ruosimas ir transformacija

Plazmidé pET302NT-His, su jklonuotu 18AD2PIC _Seq_1_ Tau baltymo 2N4R
izoformg koduojanciu genu, sékmingai transformuota j kompetentines E. coli BL21(DE3)
lasteles. Transformacija buvo atlikta dviem btidais, pagal standartinj transformacijos protokola
(darant karscio Soka bei pridedant SOC terpés) ir greituoju btidu, atliekant tik karS¢io Soka.
Transformantai buvo uzséti ant standzios Luria Bertani terpés su ampicilinu. Transformantai
turi ampicilino atsparumo gena, todél uzaugo E. coli kolonijos. Zemiau pateiktame paveiksle
(pav 3.1) matome uzaugusias E. coli kolonijas, todél galima teigti, kad kompetentinés lgstelés
pagamintos gerai, yra imlios plazmidéms. Taip pat, parodytas palyginimas tarp transformacijy
biuidy, kadangi abu btidai buvo sékmingi, tolesniuose tyrimuose buvo atliekama transformacija
greituoju biidu, siekiant taupyti tyréjo darbo laika, nes prie$ kiekvieng naujg optimaliy salygy

paieskos auginima, reikia turéti $viezias bakterijy kolonijas.
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pav. 3.1 UZzauginti transformantai Petri lékstelése. A — transformacija vykdyta pagal standartinj
protokola, B — transformacija vykdyta greituoju biidu.

3.2.1.2 Baltymo sintezés saglygy optimizavimas

Uzaugusiy transformanty kolonija i§ Petri 1€kstelés buvo perkelta j 20 mL LB mitybinés
terpés. Buvo auginama naktiné kultiira, meégintuvélis buvo purtomas 220 aps./min greiciu ir
palaikyta pastovi temperattira 37 °C bei pH ~ 7. Remiantis literatlira, geriausias laikas nakting
lasteliy kultiira perséti tolesniam auginimui, kai bakterijy augimas yra logaritminéje fazéje, 3.2
paveiksle matoma, kad bakterijy kultiira buvo biitent spar¢iojo augimo fazéje. Naktiné kulttra
buvo auginta, kol pasieké 0,6 O.T. ir tada 1 mL naktinés kultiiros pridedama j auginimui skirtg

meégintuveli su 40 mL LB mitybinés terpés.

09+

Optinis tankis, 600 nm

Laikas, val

pav. 3.2 Naktinés E. coli kultiiros auginimas LB mitybinéje terpéje. Grafike pazyméta kada naktiné
kultiira buvo perséta.
Lasteliy kultora toliau buvo auginama realaus laiko reaktoriuje pagal 1 lenteléje

apraSytas salygas. Visos lastelés buvo augintos iki IPTG indukcijos ir dar 6 valandas po
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indukcijos. Nuolat buvo stebimas bakterijy kultiiros optinis tankis, bei imami méginiai, geno
raiskai jvertinti NDS-PAAG elektroforezés budu.

Pries atliekant NDS-PAAG geliy analizg, kad buty zinoma kokiy rezultaty tikétis ir juos
jvertinti, buvo nustatytas teorinis tikslinio baltymo dydis. Turima geno seka (pav. 2.1),
naudojantis transliacijos jrankiu ,,EXPASY translate tool“ (https://web.expasy.org/translate/),
buvo transliuota j aminoriig§¢iy sekg. Gauta aminortigs¢iy seka buvo analizuojama ,,EXPASy
ProtParam® jrankiu (http://web.expasy.org/protparam/), kur buvo apskaiciuota teoriné tikslinio
baltymo su SUMO-His Zymeniu molekuliné masé — 56 831,18 Da bei grynos 2N4R Tau
baltymo izoformos masé — 45 832,82 Da.

M NK Pl All A6 BI1 BI6 Ci1 CI6

pav. 3.3 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos su SUMO-His Zymeniu sintezés
elektroforegrama. M — molekulinés masés zymuo, NK — naktinés kultiros méginys, PI — bakterijy
kulttra pries§ pat indukcija; AIl — A salygomis viena valanda po indukcijos, AI6 — A sglygomis SeSias
valandas po indukcijos, BI1 — B salygomis viena valanda po indukcijos, BI6 — B salygomis SeSias
valandas po indukcijos, CI1 — C sglygomis viena valanda po indukcijos, CI6 — C salygomis SeSias
valandas po indukcijos. Zalia rodyklé pazymi tikslinio baltymo juosta.

M NK Pl DI1 DI6 EI1 EI6 FI1 Fl6

pav. 3.4 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos su SUMO-His Zymeniu sintezés
elektroforegrama. M — molekulinés masés zymuo, NK — naktinés kultiros méginys, PI — bakterijy
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kulttra pries pat indukcija; DI1 — D salygomis viena valanda po indukcijos, DI6 — D salygomis SeSias
valandas po indukcijos, EI1 — E salygomis viena valanda po indukcijos, EI6 — E salygomis $eSias
valandas po indukcijos, FI1 — F salygomis viena valanda po indukcijos, FI6 — F sglygomis SeSias
valandas po indukcijos. . Zalia rodyklé pazymi tikslinio baltymo juosta, o oranZine spalva apibrauktos
salygos pasirinktos tolesniems baltymo sintezés etapams.

M NK Pl GI1 GI6 HI1 HI6e 111 I1I6

kDa

116,0
66,2
45,0
35,0
25,0

18,4
14,4

pav. 3.5 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos su SUMO-His zymeniu sintezés
elektroforegrama. M — molekulinés masés zZymuo, NK — naktinés kultiros méginys, PI — bakterijy
kultiira pries pat indukcija;. GI1 — G salygomis viena valanda po indukcijos, GI6 — G salygomis Sesias
valandas po indukcijos, HI1 — H sglygomis viena valanda po indukcijos, HI6 — H sglygomis SeSias
valandas po indukcijos, 111 — I salygomis viena valanda po indukcijos, 116 — I salygomis Sesias valandas
po indukcijos . Zalia rodyklé pazymi tikslinio baltymo juosta.

‘Da M NK Pl Ji1 Ji6 KI1 KIi6 LI1 Li6

116,0
66,2

45,0
35,0

25,0

18,4
14,4

pav. 3.6 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos su SUMO-His Zymeniu sintezés
elektroforegrama. M — molekulinés masés zymuo, NK — naktinés kultiros méginys, PI — bakterijy
kultiira pries pat indukcija;. JI1 — J salygomis viena valanda po indukcijos, JI6 — J sglygomis SeSias
valandas po indukcijos, KI1 — K salygomis viena valanda po indukcijos, KI6 — K salygomis SeSias
valandas po indukcijos, LI1 — L salygomis viena valanda po indukcijos, LI6 — L sglygomis SeSias
valandas po indukcijos.. Zalia rodyklé pazymi tikslinio baltymo juosta.
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Visy pirma, buvo jvertinta ar baltymas i§ vis yra sintetinamas bakterijose. Pazitiréjus |
gautus NDS-PAAG elektroforezés gelius (pav. 3.3 — 3.6), atrodo, kad baltymo masé su zymeniu
yra daug didesné nei tikimasi, tai yra >66,2 kDa. Taciau, iSanalizavus literatiira, nustatyta, kad
tai yra daznas neatitikimas. Rasta straipsniy, kurie apraso, kad leidZiant Tau baltymo izoformas
poliakrilamidiniame gelyje, jy molekulinés masés gaunamos nuo 45 iki 65 kDa (Goedert et
Jakes, 1990; Liu et Gotz, 2013; Tolnay et al., 2002). Siame darbe pateiktose
elektroforeogramose geno raiskos juosta vis tiek yra auk$ciau nei apraSoma literatiiroje. Biitina
pabrézti, kad aprasytas baltymas yra sulietas su SUMO-His zymeniu, todél reikia pridéti 10
998,36 Da. Perskai¢iavus, Tau izoformy su SUMO-His-tag molekuliné¢ masé, gaunama NDS-
PAAG geliuose, turéty bti 56-76 kDa ribose. Atsizvelgus j visg auks$¢iau aprasyta informacija,
daroma prielaida, kad geno raiska transformantuose vyksta, 0 NDS-PAAG elektroforezés

gelyje gauta raiSkos juosta yra tikslinio baltymo.

3 lentelé. Méginiy istirty NDS-PAAD elektroforezés metody optiniai tankiai. Oranzine spalva
pazymeéti méginiai, kuriy optiniai tankiai didziausi.

Méginys Optinis tankis, 600 nm Méginys Optinis tankis, 600 nm
All 0,99 £ 0,02 Gl1 1,07 £ 0,01
Al6 2,22+ 0,04 Gl6 2,38 £ 0,02
BI1 0,97 £ 0,03 HI1 1,03 £ 0,04
BI6 2,31+£0,01 HI6 2,29 0,03
Cl1 1,11+ 0,01 111 1,12+ 0,03
Cl6 2,34 £ 0,02 116 2,21+£0,03
DIl 1,42 +0,03 Ji1 1,28 £ 0,01
DI6 2,36 + 0,04 JI6 2,47 +£0,02
Ell 1,51+ 0,03 KIi1 1,14 £ 0,02
ElI6 2,38 £ 0,03 K16 2,09 0,03
Fl1 1,39 £ 0,02 LIl 1,01 £ 0,04
F16 2,49 +0,01 LI6 2,24 + 0,04

Antra, i§ gauty rezultaty buvo pasirinktos sglygos tolesnei baltymo sintezei, tai buvo
vertinama pagal du veiksnius — elektroforezés gelius, parodancius geno raiskos intensyvumg ir
iSmatuotus optinius tankius, kurie parodo Igsteliy santykinj kiekj kultiiroje. Pagal gautus NDS-
PAAG gelius (pav. 3.3-3.6), matoma, kad visos bakterijy kultiros vykdé baltymo sinteze,
taciau A-C ir G-I sglygose geno raiska yra Siek tiek silpnesné, Siuo atveju lastelés buvo augintos
30 °C temperatiiroje. Toliau buvo iSanalizuoti 37 °C temperatiiroje auginamy bakterijy
meéginiai, juose pastebima intensyvesné geno raiska, ypa¢ matomas FI1 ir F16 méginiuose, kur
baltymo raiskos juostelé zenkliai suintensyvéjo po 6 valandy nuo indukcijos. Pagal 3 lentele
matoma, kad bakterijy optinis tankis yra didesnis auginat esant 37 °C temperatirai (auginimo

salygos pateiktos 1 lenteléje). Ivertinus visus gautus rezultatus, nuspresta, kad bakterijy
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biomasé bus toliau auginama F sglygose, nes bakterijos indukuotos pasiekus 0,7 O.T. su 0,6
mM IPTG ir augintos 37 °C temperatiiroje, turéjo rySkiausia baltymo raiskos juosta

elektroforezés gelyje bei didziausig optinj tankj.

3.2.1.3 Baltymo sintezé optimaliomis saglygomis

Atkartojant anksCiau apraSytas salygas, sintetinama Tau baltymo 2N4R izoforma

dideliu Kiekiu F saglygose, nes daug bakterijy biomasés reikés optimizuojant tikslinio baltymo

gryninima.

- (S
‘W N ‘W
1 1 1

Optinis tankis, 600 nm

o
3
|

Laikas, val
pav. 3.7 E. coli transformanty auginimas LB mitybinéje terpéje, esant 37 °C temperattrai. Grafike
pazyméta, kad esant 0,7 O.T. bakterijy kultiira buvo indukuota IPTG.

I8 viso atlikti trys transformanty auginimai. Kiekvieno auginimo metu, buvo auginamos
9 kolbos po 200 mL mitybinés terpés. Taigi i§ viso gauta 5,4 L E. coli Igsteliy kultiiros LB

mitybinéje terpéje. Gautos biomasés kiekiai, kiekvieno auginimo metu, pateikti 4 lenteléje.

4 lentelé. E. coli transformanty auginimas ir gauti biomasés kiekiai.

Auginimas Nr. | Gautos biomasés kiekis, g
1 79+0,1
2 6,5+0,1
3 8,2 £0,1
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Auginimo metu kas valandg buvo imti méginiai i§ auginamos lasteliy kultaros tam, kad

bty patikrinta tikslinio baltymo raiska.

M NK Pl 11 12 13 14 I5 16

kDa
116,0

66,2

’

45,0

35,0

25,0

pav. 3.8 Rekombinantinés Tau baltymo 2N4R izoformos su SUMO-His zymeniu sintezés
elektroforegrama. M — molekulinés masés zymuo, NK — naktinés kultiros méginys, PI — bakterijy
kulttira pries pat indukcija; I1 — viena valanda po indukcijos, 12 — dvi valandas po indukcijos, 13 — trys
valandos po indukcijos, 14 — keturios valandos po indukcijos, 15 — penkios valandos po indukcijos, 16 -
Sesios valandos po indukcijos. Oranziné rodyklé pazymi tikslinio baltymo juosta.

Elektroforegramoje aiskiai matoma, kad naktinéje Igsteliy kultaroje tikslinio baltymo
buvo labai mazai, o perséjus | LB mitybing terpe ir pridéjus IPTG, sintez¢, bakterijy kamiene

E. coli BL21(DE3), vyko sékmingai.
3.3 Planuoti eksperimentai

ParuoSus pakankamg kiekj biomaseés, toliau buvo planuota ieskoti optimaliy salygy
iSgryninti tikslinj baltyma. Tau baltymo 2N4R izoforma turi SUMO-His zymenj (po gryninimo
zymuo nekerpamas), kuris specifiskai prisijungia prie ,,Ni Sepharose 6 Fast Flow* sorbento,

todél gryninimas vykdomas IMAC metodu.

[$analizavus literatiirg, nustatyta kad gaminamas tikslinis baltymas néra isskiriamas j
terpe (Ferrari et Rudiger, 2018), todél 1 g uzaugintos biomasés ardomas ultragarsu, lasteliy
nuolauzos yra nucentrifuguojamos, o supernatantas sumaiSomas su C buferiniu tirpalu.

,Pakraunama®“ kolona ir vykdomas IMAC gryninimas, kurio metu ieSkoma imidazolo
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koncentracija, esant kuriai atsiplauna grynas tikslinis baltymas. Tam, visy pirmg kolonélé
plaunama C buferiniu tirpalu, kuriame yra 10 mM imidazolo, kad atsijungty nespecifiskai
prisijunge baltymai. Tikslinio baltymo eliucija vykdoma zingsniniu (laiptiniu) badu, tai reiskia,
kad didinama imidazolo koncentracija eliucijos buferiniuose tirpaluose. Per kolonéle leidziami
paeiliui buferiniai tirpalai D (50 mM imidazolo), F (100 mM imidazolo), G (200 mM

imidazolo) ir galiausiai H (300 mM imidazolo).

Kiekviena gryninimo frakcija surenkama ir analizuojama NDS-PAAG metodu.
Rezultatuose turéty biti pavaizduota elektroforcograma, kurioje yra takeliai: M — molekulinés
masés zymuo, LZ — lgsteliy lizatas, P — ,,praSokimas®, C — baltymo praplovimo frakcija, ED —
eliucija D buferiniu tirpalu, EF — eliucija F buferiniu tirpalu, EG - eliucija G buferiniu tirpalu

bei EH - eliucija H buferiniu tirpalu.

Remiantis literatiira, yra tikimybé¢, kad S§is metodas galéjo nebiiti idealus baltymo
gryninimui, tai reiskia, kad elektroforezés gelyje tikslinio baltymo juostos biity matomos LZ,
P, C ir D takeliuose. Nors baltymas yra sulietas su His-tag ir jis turéty i$sigryninti per vieng
IMAC etapa, taciau Tau baltymo 2N4R SUMO-His-tag yra gan didelis (56 831,18 Da) sulietas
baltymas, kuris neturi apibréZtos (tretinés ir ketvirtinés) struktiiros. Toks baltymas gali laisvai
plaukioti ir lankstytis, todél daznai histidiny uodegg biina uzdengiama arba pasislepia baltymo
viduje. To pasekoje, tikslinis baltymas neprisikabina arba prisikabina jo mazas kiekis prie
IMAC kolong¢lés. Literattira apraSo, kad tokj reiskinj galima iSspresti pridedant denatiiranto |
gryninimo buferinius tirpalus (Makarava et Baskakov, 2008).IMAC metoduose placiausiai
naudojami denattirantai urea ir GUHCI. Tolimesniuose tyrimuose planuota naudoti urea, nes
GuHCI yra trukdantis junginys (ang. interfering compound) ir prie§ leidziant NDS-PAAG
elektroforeze turi buti pasalintas i§ méginiy, o urea gali buti tirpale tiriant méginius

elektroforetiskai (Grabski et Burgess, 2004).

Tolesniuose tyrimuose buvo planuota nustatyti kokia denatiiranto koncentracija yra
optimali, tiksliniam baltymui iSgryninti. Visas gryninimo procesas kartojamas keiciant
denatiiranto koncentracijg buferiniuose tirpaluose —2 M, 4 M, 6 M ir 8 M urea (visa metodika

aprasyta 2.2.5.2).

Tikétasi rasti salygas, urea koncentracija, kuri leidzia tiksliniam baltymui prisikabinti
prie sorbento bei imidazolo koncentracija, esant kuriai atsiplauna grynas tikslinis baltymas. Tai
bty vertinama pagal elektroforetiS8kai iStirtus méginius (frakcijas). Jei NDS-PAAG gelyje
»prasokimo* takelyje nebity tikslinio baltymo juostos arba biity labai nezymi, tai reiksty, kad

denatiiranto koncentracija yra tinkama ir tai skatina baltymo prisijungimg ant kolonélés.
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Imidazolo koncentracija buty nustatoma, vertinant kuriame gelio takelyje yra tik viena juosta

(tikslinio baltymo), tai reiksty, kad atsiplové grynas baltymas, be priemaisy.

Galiausiai i$grynintas baltymas biity patikrintas masiy spektrometrijos buidu. Jeigu
iStirto baltymo molekuliné masé sutapty su teoriskai apskaiciuota baltymo mase, galima biity
teigti, kad tikslinis baltymas biity iSgrynintas sékmingai. Jei pavykty gauti tokius rezultatus,
bty jvykdyti visi planuoti magistrinio darbo tikslai. Laboratorijoje buty sukurtas Tau 2N4R
SUMO-His-tag baltymo izoformos gamybos protokolas.
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ISVADOS

1. Gauta geno, koduojancio Tau baltymo 2NR4 izoformg sulieta su SUMO-His, raiska E.
coli 21BL(DE3) bakterijy lastelése. Nustatyta, kad geriausia geno raiSka gaunama
kultivuojant bakterijas 37 °C temperatiiroje, indukuojant 0,6 mM IPTG, kai lasteliy
optinis tankis yra 0,7.

2. Uzauginta 5,4 L E. coli bakterijy kulttros i$ kurios gauta 22,6 g biomasés.

3. Dél paskelbtos COVID-19 pandemijos, baltymo gryninimo tyrimai nebuvo atlikti, o
tikétini rezultatai yra aprasyti 3.3 poskyryje.
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PADEKA

Dékoju savo vadovui dr. Vytautui Smirnovui uz priémimg j Amiloidy tyrimy grupe,
suteiktas Zinias bei pagalba planuojant ir atliekant magistro darba. Dr. Tomui Sneideriui, dr.
Zigmantui Toleikiui, doktorantams Mantui Ziauniui bei Andriui Sakalauskui uz vertingas

pastabas, idéjas bei patarimus. Dékoju visiems laboratorijos kolegoms uz malony

bendradarbiavima bei jvairiapus¢ pagalba.
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SANTRAUKA
ElZzbieta Kulicka

Tau baltymo (2N4R izoformos) sintez¢ ir gryninimas

Alzheimerio liga yra labiausiai paplitusi ir geriausiai iStirta amilodiniy baltymy sukeliama
liga. Zmonéms sergantiems §ia liga yra biidingos amiloidiniy ploksteliy ir neurofibriliniy
raizginiy sankaupos smegenyse, su tuo susij¢s sinapsiy ir neurony praradimas, sukeliantis
kognityvin] deficita ir galiausiai demencijag. Tau baltymas yra neurofibriliniy raizginiy
pagrindinis komponentas. Iki Siol néra vaisty, kurie iSgydyty susirgima. IeSkant potencialiy

ligos slopikliy, tyrimams atlikti reikia dideliy kiekiy baltymy.

Sio darbo tikslas buvo pagaminti Tau baltymo 2N4R izoforma sulieta su SUMO-His
zymeniu. Darbo metu buvo sékmingai gauta geno, koduojancio Tau baltymo 2NR4 izoforma
sulietag su SUMO-His, raiska E. coli BL21(DE3) bakterijy lastelése. Nustatyta, kad geriausia
geno raiska gaunama kultivuojant bakterijas 37 °C temperatiiroje, indukuojant 0,6 mM IPTG,
kai lgsteliy optinis tankis yra 0,7. Uzauginta 5,4 L E. coli bakterijy kulttiros i$ kurios gauta 22,6
g biomasés. Dél paskelbtos COVID-19 pandemijos, baltymo gryninimo tyrimai nebuvo atlikti,

bet aprasyti laukiami hipotetiniai rezultatai.
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SUMMARY
ElZzbieta Kulicka

Tau Protein (2N4R Isoform) Synthesis and Purification

Alzheimer's disease is the most common and best-studied disease caused by amyloid
proteins, it is characterized by amyloid plaques and neurofibrillary tangles in the brain, with
associated loss of synapses and neurons, resulting in cognitive deficits and dementia. Tau
protein is the main component of neurofibrillary tangles. Up to now, there are no drugs to treat
this disease. Research of the potential inhibitors of the disorder requires large amounts of

protein.

The aim of this thesis was to synthesize and purify the Tau protein 2N4R isoform fused with
SUMO-His tag. The expression of the gene encoding the Tau protein 2NR4 isoform fused with
SUMO-His-tag was successfully obtained in E. coli BL21(DE3) bacterial cells. The best gene
expression was found by culturing bacteria at 37 °C temperature and inducing with 0,6 mM
IPTG at 0,7 optical density. 5,4 L of E. coli bacterial culture was grown and 22,6 g of biomass
was obtained. Due to the declared COVID-19 pandemic, protein purification studies have been

not performed, but the expected results have been described.
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